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Dépistage Sérologique comparatif 
des Maladies de Carré et de Rubarth chez le . Chien 
1. - Technique de la réaction de fixation du complément
par R. CAMAND, C. MACKOWIAK, L. JounERT et P. GoRET
Les maladies à ultra virus du Chien font l'objet actuellement 
de nombreux travaux. De telles études se légitiment par la 
complexité, en France particulièrement, du diagnostic et du 
traitement de ces maladies d'une part, et d'autre part de l'appli­
cation d'une méthode d'immunisation spécifique e.fficace. L'expli­
cation de ces faits, apparemment déooncerta.nts et paradoxaux, 
tient à l'existence simultanée vraisemblable, en France comme 
à l'étranger, de 2 ultra.virus aux caractères immunologiques 
parfaitement connus et distincts : le virus de Carré (1) agent de 
la maladie du jeune âge proprement dite (*) et le virus de 
Ruba. rth (2) agent de l'hépatite contagieuse du Chien, de décou­
verte beaucoup plus récente. 
Un vaste programme de recherches s'avère donc nécessaire 
dans le but successivement : 
1° d'assigner la part respective qui revient à chacun des 
2 virus dans les maladies du Chien, grâce à un dépistage 
précis de ces infections; 
2° d'entreprendre une étude immunologique serrée de ces 
2 virùs; 
3° de mettre au point l'applicatiion pratique de ces données 
immunologiques grâ.ce à un vaccin bivalent anti-Carré­
anti-Rubarth. 
C'est la première partie de ces recherches que nous expo­
serons ici : le dépistage sérologique comparatif des deux mala­
dies. A diverses reprises, l'isolement direct des virus a été tenté 
(*) Pour certains auteurs, dont l'un de nous, le terme « complexe maladie du jeune âge • 
s'applique, dans une conception générique très large, à tous les virus pathogènes pour la 
chien. Ce terme n'est pas accepté par les Anglo-Saxons qui réservent au mot « complexe • 
une signification restreinte, comprenant uniquement les diverses modalités cliniques de l'in­
fection par le virus de Carré. 
Bul. Acad. Vét. - Tome XXIX (Avril 1956). - Vigot Frères, Editeurs. 
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chez le furet, très sensible à ]a maladie de Carré, mais insensible 
à la maladie de Rubarth, sauf dans des conditions expérimen­
tale.s très spéciales. Certes, cette méthode apporte seule une 
sécurité· absolue; néanmoins devant ses inconvénients (lenteur, 
coût élevé), nous av1ons pensé nous adresser, en première approxi­
mation, à une méthode sérologique indirecte, faillible il est vrai, 
rriais commode, peu coûteuse et s'accordant aux nécessités d'un 
dépistage systématique. 
La technique choisie est la réaction. de fixation du complément 
du type proposé par lfoLMER (3) que nous jugeons la plus ration­
nelle. Cependant, à l'enoontre de cette technique et pour des 
raisons de oommodité, la fixation à 37° C 1 /2 heure a été pré­
férée à la fixation à + 4 ° C pendant 18 heures. De nombreuses 
autres techniques ont été successivement préconisées dont celle 
<le MANSI (4), que nous avons rejetées .. Une étude théorique 
rationnelle complète de la réaction est actuellement en cours, 
dans le but de préciser les conditions d'utilisation de cette tech­
nique, qui ne réunit pas à beaueoup près l'unanimité des auteurs 
concernant l'existence d'une sérologie spécifique pour chacun des 
2 virus. 
1. - Bases théoriques 
Ces bases s'établissent en vertu des principes exposés ailleurs 
en matière de sérologie du virus aphteux (o) : limitation de 
concentrations des réactifs (phénomène <le zone) et limitation des 
quantités de réactifs (pouvoir anticomplémentaire). Ce dernier 
point s'avère, dans le cas présent, d'une importance capitale 
avec les sérums de chien, dont un pourcentage très élevé possède 
un pouvoir anticomplémentaire considérable, difficile à éliminer. 
Le titrage de l'antigène et du sérum selon la méthode de 
Boerner et <le Luckens (3) est à l'étude. Il semble déjà qu'on ne 
puisse que difficilement préciser la concentration standard 
valable pour tous les antigènes de tous les lots, ceux-ci se révé­
lant assez hété:rogènes. Néanmoins, en raison de la quantité · 
élevée d'antigène de référence obtenue chez un seul animal 
d'expérience, chaque lot d'antigène est suffisamment important 
pour qu'on puissé établir la concentration à laquelle ce lot devra 
être utilisé dans les réactions. 
Le titrage du couple hémolytique nous fait opter pour une 
suspension d'hématies de mouton à. 2 p. 100 en tampon vé:rona1 
du culot de centrifogation et sensibilisées par 4 unités hémoly­
tiques de sérum hémolytique de l'Institut Pasteur, préalable­
ment titré. 
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Quant au titrage du complément, il est établi que, seul, le 
titrage direct est à retenir. Il s'effectue journellement. avant 
chaque série de réactions en présence de l'antigène et surtout 
des sérums à expertiser, de façon à établir exactement la dose 
minima hémolytique, malgré le pouvoir anticomplémentaire 
extrêmement variable et souvent considérable de chaque sérum 
à étudier. Cette partie, la plus délicate de ces réactions, nous 
apparaît absolument indispensable, malgré la perte de temps et 
l'abondance des réactifs qu'elle nécessite. 
Il. - Technique de la réaction 
Il s'agit d'une réaction de fixation du complément de Kolmer 
semi-quantitative à 100 p. 100 d'hémolyse. 
1. - RÉACTIFS 
A) Préparation de l'antigène.
Un certain nombre de techniques dont celle de MANSI (4) et de 
LARIN (6) ont été utilisées. Nous nous sommes inspirés de tr�s 
près de celle. de MANSI, pour les avantages qu'elle présente (rapi­
dité, simplicité, efficacité). 
1. 0 Antigène de Carré. _:___ On broie. dans un mortier stérile de 
la rate ou du foie de furet atteint de maladie expérimentale 
(inoculation intra.péritonéale d'une suspension de tissu spléni­
que virulent cryodesséchée) et sacrifié à la période agonique 
après 8 à '10 jours de maladie en moyenne. On fait ensuite une 
suspension tissulaire à 10 p. 100 en eau physiologique à 8,tl p. 
1000, suspension que l'on congèle et déoongèle 3 fois, puis centri­
fuge à 3.oOO tours/minute pendant 7 minutes. Le surnageant 
constitue l'antigène, qui est stocké à l'état congelé (- 30°). 
2° Antigène de Rtlbarth. - On suit la même technique à partir 
du foie de chiot atteint d'hépatite contagieuse expérimentale 
(inoculation intrapéritonéale d'une suspension de tissu hépatique 
virulent congelé) et sacrifié à la période agonique après 4 jours 
de maladie en moyenne. 
Les souches de virus de Carré et de Rubarth ayant servi à 
l'obtention des antigènes et des sérums de référence ont été 
soigneusement reconnues pures grâce aux tests de virulence ·et 
d'immunité croisée, puis sélectionnées, conservées minutieuse­
ment et régulièrement contrôlées. 
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B) Sérums de référence antivirus de Carré et antivirus de
Rubarth. 
Les sérums de référence sont obtenus chez des chiens ou mieux 
des renards hyperimmunisés contre le virus de l'hépatite conta­
gieuse du chien, et chez des chiens hyperimmunisés contre le 
virus de la maladie de Carré. 
Les animaux donneurs, de sérologie initiale négative aux 2 
antigènes, sont immunisés 2 fois à 8 jours d'intervalle à l'aide 
d'une suspension d'organes correspondants virulents, formolée. 
Ils sont ensuite hyperimmunisés après oontrôle sérologique favo­
rable, grAce à l'inoculation d'une suspensi1on tissulaire viru­
lente fraîche, à plusieurs reprises (4 à 6) à 8 jours d'intervalle. 
Des prélèvements de sérum effectués régulièrement chaque jour 
après une recharge hyperimmunisante, montrent que le moment 
le plus favorable pour obtenir un sérum ·de titre élevé se situe 
vers le septième jour après la recharge pour l'hépatite conta­
gieuse. La saignée définitive devra donc se situer au septième 
jour suivant la dernière recharge hyperimmunisante. 
Des essais non concluants ont été tentés avec des lapins et des 
chevaux : dans les 2 cas, les réactions obtenues ont été spéci­
fiques du tissu, sans différenciation possible du virus. 
C) Sérums à expertiser.
Les sérums à expertiser proviennent soit de chiens sains, soit 
de chiens atteints d'une maladie du type « maladie du jeune 
âge», soit de chiens convalescents ou guéris. 
D) Complément. 
Le complément provient d'un sock d'ampoules préparées el 
cryodesséchées par nos soins, à partir d'un mélange de sérums 
provenant de 200 à 300 ooba.yes mâles. Préalablement à chacune 
des séries de réactions, nous rappelons qu'il est nécessaire de le 
titrer en présence des sérums à expertiser, dans le but d'évaluer 
le pouvoir anticomplémentaire de ce sérum. Dans l'exécution 
des réactions nous avons utilisé 2 unités hémolytiques, ainsi que 
le préconise KoLMER. 
E) Couple hémolytique. 
On prépare une suspension d'hématies de mouton à 2 p. 100 
en tampon véronal, du culot de centrifugation à 3.oOO tours/ 
minute, pen'.dant 10 minutes, après 3 lavages successifs, et sensi­
bilisées à raison de 4 unités minima hémolytiques de sérum 
hémolytique de l'Institut Pasteur, préalablement titré. 
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II. - ÛPÉRA TIONS 
Eta.nt donné la petite quantité de sérum à expertiser dont on 
dispose le plus souvent, toutes les opérations sont exécutées « à 
la goutte » à la pipette calibrée, réalisant ainsi une semi-micro­
méthode (cf. tableaux 1, 
·
II et III). 
On effectue une réaction semi-quantitative en diluant le sérum 
et en employant une concentration fixe d'antigène à son titre 
préalablement défini. 
1/10 1/15 
-- --
Complément .. II II 
Sérum ....... 1 1 
Tampon véro-
nal ........ 1 1 
1 
Couple hémo-
lytique .... II II. 
TABLEAU 1 
Titrage du complément 
1/20 1/25 1/30 1/40 1/50 
-- -- -- --
II II II II II 
1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 
1/60 1/80 
-- --
II II 
1 1 
1 1 
B.M. 1/2 heure à 37° C. 
II II II II II II II 
1 
TABLEAU II 
1/100 1/120 
-- --
II II 
I 1 
1 1 
II II 
Réaction de diagnostic semi-quantitative à 100 p. 100 d'hémolyse 
Ag. CARRÉ Ag. RUBARTH 
Pur 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 Pur 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 
- -- -- - · - - - -- - -
Sérum ....... 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 
Antigène ..... 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Complément .. II II II II II II II II II II II II II 
B.M. 1/2 heure à 37° C. 
Couple hémo-
II II II II II II 1 II II II II II H II lytique .... 
1 
1/160 
--
II 
I 
1 
II 
1/64 
-
1 
1 
II 
II 
190 BULLETIN DE L'ACADÉMIE 
TABLEAU III 
Témoins utilisés pour chaque réaction de diagnostic 
1 T. Sér. T. Ag. C. T. Ag. R. T. Compl. T. Couple hé mol. 
Antigène ......... - I .I - -
Sérum ........... I - - - -
Complément ...... II II II II -
Tampon véronal .. I I I . II IV 
B.M 1/2 heure à 37° C. 
Couple hémolytique II 1 II 1 II /. II 1 II 1 
III. - LECTURE ET INTERPRÉTATION
Les réactions s'apprécient immédiatement avec les indications 
suivantes : 
POUR UN TUBE : 
0 : hémolyse totale - Réaction négative. · 
± hémolyse presque totale - Réaction douteuse. 
+ 
++ 
+++ 
++++ 
: 75 p. 100 d'hémolyse 1 
: BO p. 100 d'hémolyse Réactions positives 
: 2t> p. 100 d'hémolyse à différents degrés. 
: pas d'hémolyse , . 
PouR UNE SÉRIE DE TUBES (pour chaque sérum à expertiser). 
Il est prématuré de proposer dé.finitivement un schéma de 
lecture valable dans tous les cas. Néanmoins, nous nous adres­
sons à ce tableau provisoire d'interprétation simplifiée, dans 
lequel les indications fournies par 'les tubes n° 1 (sérum pur) 
et n° 2 (sérum dilué au 1/2) ne sont pa_s retenues _: 
0 : hémolyse totale dans tous les tubes de la réaction. 
± : hémolyse oO p. 100 + + au moins dans les tubes 1, 
2 et 3. 
+ hémolyse oO p. 100 + + au moins dans les tubes 1, 
2, 3 et 4. 
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+ + hémolyse tJO p. 100 + + au moins dans les tubes 1. 
2, 3, 4 et tJ. 
+ + + hémolyse tJO p. 100 + + au moins dans les tubes i, 
2, 3, 4, tJ et 6. 
+ + + + hémolyse tJO p. 100 + + au moins dans tous les tubes 
de la réaction. 
Ill. - Résultats 
1. - R.ÉACTIONS-TÉMOINs GÉNÉRALES. - Ces réactions sont pra­
tiquées à l'aide des antigènes et des sérums de référence ci-dessus 
définis. Dans le but d'affirmer la spécificité antigénique de 
chacun des antigènes vis-à-vis du sérum correspondant et de lvi 
seul, et d'autre part, d'éliminer les réactions d'antigénicité tissu­
laire non spécifique, une série de réactions croisées a été effec­
tuée. Les résultats obtenus sont les suivants : 
a) Ag R. (*) + sérum anti R : réaction positive; 
b) Ag R. + sérum anti C (**) : réaction négative ou très fai­
blement positive ; 
c) Ag foie de chien .normal + sérum anti R : réaction 
négative ; 
d) Ag C + sérum anti C : réaction positive ; 
e) Ag C + sérum anti R : réaction négative ou très faible-
ment positive ; 
f) Ag rate de furet normal + sérum anti C : réaction positive. 
Il ressort de cette série de réactions : 
1° que la réaction antigène Rubarth-sérum anti-Rubarth appa­
raît spécifique ; 
2° que la réaction antigène Carré-sérum anti-Carré ne l'est pas. 
En effet, il paraît impossible, dans lés limites de notre expé­
rience actuelle, de discriminer les réactions sérologiques relevant 
d'une spécificité virus-sérum corresp.ondant, do celles relevant 
d'une spécificité tissulaire (***). 
{*) Ag R = Antigène Rubarth. 
(**) Ag C = Antigène Carré. 
(***) Ceci est vrai pour les sérums de référence provenant de chiens hyperimmunisés à 
l'aide d'organes de furets infectés et mis en présence d'antigène furet. La réaction semble 
avoir quelque valeur pour des sérums de chiens soumis à l'infection naturelle. 
TABLEAU IV 
Résultats types des réactions obtenues 
AG. CARRÉ AG. RUBARTH 
Pur 1/2 1/4 1/8 Pur 1/2 
1 
1/4 
Réaction n ° 1 .. ++++ ++++ +++ ++ 0 0 0 
Réaction no 2 .. 0 0 0 0 ++++ ++++ ++++ 
Réaction no 3 .. ++++ ++++ +++ ++ ++++ +++ ++ 
Réaction no 4 .. 0 0 0 0 0 0 0 
Réaction n ° 5 .. ++++ ++++ ++++ ++++ +++ ++ + 
Réaction no 6 .. ++++ ++ + ++++ ++++ ++++ 
1 
1 1 T. Sér. 
1/8 
0 0 
+++ 0 
++ 0 
0 0 
0 
+++ 0 
� 
� 
� d � � trJ ..., 
z 
t::j trJ 
� 
Il>-� ô ll>­t::j t:id­
a:: 
; 
MALADIES DE CARRÉ ET DE RUBARTH CHEZ LE CHIEN 193 
li. - DÉPISTAGE SÉROLOGIQUE. - Les résultats de ce dépistage 
sérologique systématique des anticorps fixant le complément 
vis-à-vis du virus de Carré et de celui de Rubarth ·seront exposés 
en détail plus loin. Néanmoins quelques réactions typiques 
peuvent en être prélevées dans le but de fournir un aperçu sur 
la valeur de la réaction (tableau IV). 
- R.éaction positive anti-Carré pure (réaction n° 1). 
- R.éaction positive anti-R.ubarth pure (réaction n° 2). 
- - R.éaction positive simultanée anti-Carré-anti-Rubarth (réac-
tion n° 3). 
- R.éaction négative totale (réaction n° 4). 
- Réaction positive anti-Carré avec cospécificité anti-Rubarth 
importante (réaction n ° o). 
- R.éactiinn positive anti-R.ubarth avec spécificité anti-Carré 
importante (réaction n° 6). 
Il ressort surtout de ce tableau : 
1° Que la SPÉCIFICITÉ des réactions sérologiques donnée par la 
méthode proposée, paraît satisfaisante dans la plupart des cas 
et en particulier �ans de nombreuses réactions positives pures 
anti-Carré et anti-Rubarth. 
2° Qu'une communauté antigène ou une infection simultanée 
mais à des degrés différents par les deux virus (20 à 30 p. 100 
des cas) s'est manifestée entre les antigènes de Carré et de 
R.ubarth, illustrée par la positivité des sérums à expertiser pour 
les deux antigènes simultanément, aux basses dilutions. 
Dans ces cas, la marge de sécurité. de la spécificité compara­
tive des deux réactions se trouve considérablement réduite. 
3° Valeur probable de la réaction. 
A) SPÉCIFICITÉ. - Il est trop tôt pour juger sainement de ces
résultats : le nombre de sérums examinés est trop faible, le recul 
du temps insuffisant, et surtout, l'isolement du virus n'est venu 
qu' exceptionnellement apporter la preuve irréfutable de la spéci­
ficité de ces rémltats. Il apparaît " néanmoins qu'on soit autorisé 
d'ores et déjà à affirmer : 1° que la valeur de la réaction ne fait 
aucun doute pour la maladie de Rubarth, conclusion ùniverselle­
ment admise par les chercheurs ; 2° que la valeur de la réaction 
pour la maladie de Carré reste douteuse, tant sur la foi de nos 
expériences qu'après consultation de la littérature concernant ce 
sujet. En effet, beaucoup d'auteurs affirment qu'il existe une 
réaction spécifique : DEDIÉ (7), PoTEL (8), par exemple, sans 
parler de différenciation spécifique avec l'hépatite contagieuse ; 
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d'autres admettent la différenciation spécifique chez les deux : 
MANSI (4), ScHLINDER (9), par exemple; d'autres enfin parlent de 
réactions sérolo'giques avec l'hépatite contagieuse du Chien, mais 
éludent la possibilité de réactions séflologiques spécifiques pour 
le virus de Carré, tels LARIN (6) et CABAsso (10). 
B) SENSIBILITÉ. - Elle paraît également satisfaisante grâce à
l'utilisation de cette technique semi-quantitative à 100 p. 100 
d'hémolyse. 
Seules sont à réserver les réactions à positivité double ou à
cospécificité aux basses dilutions. Dans ces cas, l'adoption d'une 
technique plus fine, à !'.>O p. 100 d'hémolyse, par exemple, paraî­
trait souhaitable. 
C) COMMODITÉ. - Si l'ion excepte la difficulté de la sélection 
des souches et de l'obtention des antigènes et des sérums de réfé­
rence, on se heurte, dans cette réaction, à l'obstacle. majeur du 
pourcentage élevé de sérums de chien possesseurs d'un pouvoir 
anticomplémentaire important, sans qu'il paraisse possible de 
l'atténuer ou de l'abolir. C'est pourquoi, nous orientons nos 
recherches vers des réactions de sérologie analexique, telles que 
l'hémagglutination passive sur hématies tannées ou non. 
Conclusions 
1° Environ 200 sérums de chiens apparemment normaux ou 
atteints d'une affection du type « maladie du jeune âge » ont été 
expertisés grâce à la réaction de fixation du complément. 
2° Ce dépistage implique une rigueur technique particulière, 
en raison de la diffiwlté d'obtenir des antigènes spécifiques1 
principalement pour la maladie de Carré. 
3° Le choix de la technique a porté sur la réaction de fixation 
du complément semi-quantitative de Kolmer, modifiée, avec 
titrage préalable des éléments de la réaction et utilisation de· 
doses de complém�mt fixes, soigneusement titré, en regard du 
pouvoir anticomplémentaire des sérums. 
4° Les réactions-témoins (antigènes et sérums de référence) 
semblent satisfaisantes pour la maladie de Rubarth. En revanche, 
pour la maladie de Carré, il ne nous a pas paru possible encore 
· de dissocier la spécificité virus-sérum correspondant de la spéci­
ficité tissulaire des organes. 
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0° La spécificité et la sensibilité de la réaction paraissent satis­
faisantes. Le pourcentage élevé des sérums de chien présentant 
un haut pouvoir anticomplémentaire constitue cependant un 
sérieux obstacle à l'adoption de la réaction de fixation du 
complément pour le dépistage courant. 
(Travail de l'Institut français de la fièvre aphteuse et du Labo­
ratoire de Bactériologie de l' Ecole vétérinaire d'e Lyon.) 
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